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摘要 : 采用 常规 PCR 和 梨 式 PCR 方法 对 三 色 书 乔 Liposcelis tricolor 体内 的 共生 微生物 Wolbachia 的 wsp 基因 
进行 分 子 检测 ; 通过 Wolbachia 的 通用 引物 以 及 A、B 亚 群 引物 分 别 比较 了 常规 PCR SX, PCR 对 wsp 基因 扩 
增 的 灵敏 性 。 从 三 色 书 乱 体 内 扩 增 出 了 610 bp 的 Wolbachia 的 wsp 基因 片段 ，500 bp 的 Wolbachia A 亚 群 的 wsp 
基因 片段 和 450 bp 的 Wolbachia B 亚 群 的 wsp 基因 片段 。 扩 增 结果 说 明 三 色 书 剧 被 A 和 了 B 两 个 亚 群 的 Wolbachia. 
混合 感染 ; 梨 式 PCR 比 常规 PCR 更 为 灵敏 。 
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Abstract: Nested polymerase chain reaction (PCR) and standard PCR amplification of the Wolbachia surface pro- 
tein (wsp) gene were used to assay the infection of the population of Liposcelis tricolor by endosymbiotic Wolbachia. The 
sensitivity of standard PCR was compared with that of nested PCR in monitoring Wolbachia in L. tricolor by using the uni- 
versial primers of wsp gene and the primers of A and B subgroup. About 610 bp region of Wolbachia wsp gene, 500 bp 
region of Wolbachia A subgroup wsp gene and 450 bp region of Wolbachia B subgroup wsp gene were sequenced from this 
host population. The result suggested that this tested population of L.tricolor was infected by two strains of Wolbachia 





and nested PCR possessed a higher sensitivity . 
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昆虫 共生 微生物 Wolbachia 由 于 与 宿主 重要 的 
进化 过 程 有 关 、 并 对 宿主 的 生殖 等 行为 具有 调控 作 
用 ， 以 及 具有 作为 外 源 基因 的 载体 等 应 用 前 景 ， 近 
年 来 引起 国际 昆虫 学 界 和 媒介 生物 学 界 的 广泛 关注 
(Bourtzis et al，1998)。 Wolbachia 是 首先 在 尖 音 库 
BC Culex pipens 的 生殖 组 织 中 发 现 的 (Hertig & Wol- 
bach，1924) ， 是 一 种 很 难 在 体外 培养 的 立 克 次 体 
(O'Neill et al, 1995). LJ PCR 为 基础 的 分 子 检测 技 
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术 的 研究 表明 ，Wolbachia 在 16% ~ 24% 的 昆虫 中 
都 有 分 布 (Werren，1997; Werren & Windsor， 
2000), ， 并 通过 卵 的 细胞 质 进行 母系 遗传 。 该 立 克 
次 体 可 以 通过 多 种 方式 调控 其 宿主 的 生殖 活动 
(Stouthamer et al，1999)。 有 个 别 的 Wolbachia 株 系 
还 有 缩短 成 虫 寿命 的 作用 (Min & Benzer, 1997), 
目前 应 用 于 Wolbachia 系统 发 育 和 分 类 、 检 测 和 鉴 
定 研究 的 主要 有 16S rDNA, 23S rDNA、fis2 和 
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wsp 基因 。 其 中 wsp 基因 是 编码 Wolbachia 的 一 种 表 
面 蛋 白 (surface protein)， 是 目前 报道 的 Wolbachia 
基因 中 进化 最 快 的 一 种 ， 可 以 作为 了 解 Wolbachia 
对 宿主 感染 的 分 子 基 础 (Zhou et al, 1998), Wer- 
ren et al (1995) 根据 Wolbachia 的 16S rDNA 的 序 
列 差异 把 节肢 动物 体内 的 Wolbachia 分 成 A 和 B 两 
个 类 群 ， Zhou et al (1998) 依据 wsp 基因 的 序列 ， 
对 有 代表 性 的 28 个 Wolbachia 品系 进行 了 系统 发 育 
和 PCR 分 类 方法 的 研究 ， 并 根据 不 同 Wolbachia. 品 
系 的 wsp 基因 序列 将 Wolbachia pipientis 分 成 12 个 
组 ,分别 属 于 A 和 B 两 个 亚 群 。 

三 色 书 虱 ( Liposcelis tricolor ) JR T mV "Ak B 
(Psopotera) -B mU fL (Liposcelididae) 书 乱 属 (Li 
poscelis) (Badonnel，1973)。 主 要 存在 于 土壤 、 地 
表 、 储 藏 的 粮食 和 室内 。 严 重 危害 储 粮 及 面粉 加 工 
品 ， 还 可 以 传播 真菌 和 细菌 (Kallinovic，2000)。 
本 文 应 用 PCR 技术 对 该 虫 体 内 共生 微生物 Wol- 
bachia 的 感染 情况 进行 了 检测 ， 旨 在 了 解 Wolbachi- 
a 对 宿主 感染 的 分 子 基础 、 为 书 虱 的 综合 治理 提供 
理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 及 来 源 

三 色 书 者 (Liposcelis tricolor) 采 自 山东 省 菏泽 
市 储藏 高 梁 中 。 在 实验 室温 度 26 CTC、 湿度 为 80% 
的 
全 黑暗 条 件 下 ,用 全 麦 粉 :脱脂 奶粉 :酵母 粉 = 10:1:1 
的 人 工 饲料 饲养 以 建立 种 群 。 
1.2 书 虱 总 DNA 的 制备 

取 20 头 三 色 书 乱 成 虫 用 70 色 的 乙醇 清洗 两 遍 ， 
再 用 双 蒸 灭 菌 水 清洗 一 遍 后 ， 在 液 所 条件 下 充分 研 
HS. FH 300 pL DNA 裂解 液 (100 mmol/L Tris-HCl, 
pH 8.0, 50 mmol/L NaCl, 50 mmol/L EDTA, 146 
SDS, 0.15 mmol/L ff, 0.5 mmol/L 亚 精 胺 ) 把 
研磨 好 的 材料 冲洗 到 1.5 mL 的 离心 管内 ， 加 入 2 
pL 有 蛋白酶 KK (20mg/mL), 50 水浴 5 h， 接 着 95 
% 水 浴 10 min。 用 水 饱和 酚 (pH 8.00 E: 
成 醇 (24:1) 抽 提 1 次 ，9 000 r/min 离心 10 min, 
上 清 液 中 加 入 0.2 倍 体积 的 醋酸 铵 和 两 倍 体 积 的 无 
水 乙醇 ，-20% 下 沉淀 2h 后 离心 ， 沉 淀 用 70%% 乙 
醇 洗 染 ， 沉 淀 晾 于 后 加 入 20 pL 双 蒸 灭 菌 水 溶解 ， 
4% 下 保存 备用 。 
1.3 PCR 检测 三 色 书 剧 体 内 的 Wolbachia 


依据 Zhou et al (1998) 设计 的 Wolbachia 的 
wsp 基因 的 引物 为 81F: 5'-TGG TCC AAT AAG TGA 
TGA AGA AAC; 136F: 5'-TGA AAT TTT ACC TCT 
TIT C; 691R: 5'-AAA AAT TAA ACG CTA CTC 
CA; S22R: 5'-AAC AGC TIT TGC TTG ATA, dip 
81F 5j 691R 为 Wolbachia 的 wsp 基因 的 通用 引物 ， 
136F 与 691R 为 A 亚 群 引 物 ，81F 与 522R 为 B 亚 
群 引物 (Zhou et al，1998)。 常 规 PCR 扩 增 体系 为 
20pL, &f& 10.,8 pL ddH20、2 pL 10 x Taq Buffer, 
2 pL 25 mmol/L MgCl. 2 pL 2.5 mmol/L dNTPs, 1 
pL 10 pumol/L 的 上 游 和 下 游 引物 、0.2 pL 5 U/uL 
的 Tag DNA 聚合 酶 、1 pL 的 模板 (73 10 ng)。 扩 增 
条 件 : 94 苑 预 变性 5 min; 94 乞 变 性 1 min，55 € 
复 性 1 min，72 乞 延 伸 1 min， 共 35 个 循环 ， 最 后 
72 C RET 10 min, SE5X PCR 扩 增 体系 为 20 pL, 
通用 引物 的 常规 PCR 扩 增 产物 1 pL 作为 模板 ， 其 
他 试剂 的 组 成 和 终 浓度 与 常规 PCR 扩 增 相同 。 扩 
增 条 件 : 94 CC RETE S min; 94 "CAFE 1 min，50 
% 复 性 1 min, 72 所 延伸 1 min, 3E 35 个 循环 ; 最 
后 72 *CÉE[H 5 min。 取 常规 PCR IS SX PCR 的 扩 
增产 物 各 10pL， 用 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ，、， 紫 外 
灯 下 观察 结果 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 三 色 书 虱 体 内 Wolbachia 的 PCR 检测 结果 

使 用 Wolbachia 的 wsp 基因 的 通用 引物 81F 和 
691R 扩 增 出 了 610 bp 的 目的 片段 (图 la)。 理 论 
上 该 引物 扩 增 的 片段 大 小 应 在 590 ~ 632 bp， 因 此 
本 研究 的 检测 结果 与 理论 值 一 致 ， 表 明 在 我 们 所 采 
集 的 三 色 书 乱 菏 泽 种 群体 内 存在 Wolbachia 。 
2.0 zf BP Wolbachia 的 双重 感染 

应 用 A 亚 群 引物 136F 与 691R 扩 增 出 了 500 bp 
的 特异 性 条 带 ，B 亚 群 引物 81F 与 S22R 扩 增 出 了 
450 bp 的 特异 性 条 带 (图 1b)。 扩 增 片段 的 大 小 与 
理论 值 相符 ， 表明 三 色 书 虱 菏 泽 种 群 被 A、B 两 个 
亚 群 的 Wolbachia 复合 感染 。 
2.3 ”两 种 扩 增 方法 的 比较 

使 用 通用 引物 81F 与 691R 经 过 常规 PCR 扩 增 
后 , 虽然 得 到 一 条 610 bp 的 目的 片段 ， 但 条 带 非常 
35 (Ella: 2)， 不 利于 判断 三 色 书 乔 体 内 是 否 感染 
Wolbachia; 而 经 过 巢 式 PCR 第 二 次 扩 增 后 条 带 明 
显 增 亮 (图 tb: 2), 说 明 目 的 片段 的 数量 明显 增 
多 ,使 用 A 亚 群 引物 136F 与 691R 进行 常 规 PCR 
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图 1 —G BEP Wolbachia 感染 的 常规 Ca) IAESX (b) PCR 产物 电泳 图 
Fig ,1  Electrophoresis of standard (a) and nested (b) PCR products of Wolbachia. from. Liposcelis tricolor 
1. DNA 相对 分 子 量 标准 (Molecular size standanls?; 2. 通用 引物 8IF、5691R (Universal primers 8IF, 691R); 3. A 亚 群 引物 
136F 691R (Primers of A group 136F, 691R2; 4. BoEWESIBISIF, S22R (I 522R; 5. 空白 【水 ) XH 
(No DNA control) , 


"rimers of B group 81F, 


扩 增 后 ， 看 不 到 相应 的 目的 条 带 《 图 la: 3), 而 
BR X PCR 扩 增 结果 可 以 看 到 比较 明显 的 目的 条 带 
(图 1b: 3). DJ EZER EHI GC PCR 在 一 定 程度 上 
弥补 了 常规 PCR 的 不 足 ， 提 高 了 对 目的 片段 扩 增 


的 灵敏 性 ， 检 测 更 加 玲 确 。 
TP DNA ionis e icd ea Eo 
W 论 ilz Had 生 一 定 影响 ， 甚 至 出 现 假 了 朋 性。 利用 常规 
自然 界 中 昆虫 体内 Wolbachia 复合 感染 的 情况 PCR 对 二 点 叶 螨 体内 感染 的 Wolbachia 进行 检测 时 
JE GR, BA. DEBEO Aedes albopitus 大 多 携带 两 就 出 机 了 阴性 的 现象 (Jeyaprakash & Hoy, 2000) 
种 明显 不 同 的 Wolbachia (Armbruster et al, 2003), ecd PCR 由 两 次 扩 增 反应 组 成 ， 经 过 第 一 次 通 


B 两 亚 群 的 Wolbachia 复合 感染 。 在 复合 感染 的 昆 

虫 体内 ， 不同 品系 Wolbachia 存在 的 部 位 及 密度 有 
所 不 同 ， 而且 在 同一 个 寄主 体内 不 同 的 Wolbachia 
之 间 不 会 产生 竞争 (Mouton，2003)。 


PCR 扩 增 实验 中 模板 DNA 的 浓度 、 非 模板 


有 两 种 果 晶 均 被 3 种 Wolbachia 同时 感染 ( Vavre et 
al，1999)， 有 94 铝 的 日 本 绿豆 象 《 Callosobruchus 
chinensis ) 携带 3 种 不 同 的 Wolbachia (Kondo et al, 
2002)。 本 文 的 结果 表明 三 色 书 乔 菏 泽 种 群 也 被 A、 
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